EL Hi 学 报 http : // www. insect. org. cn 
ACTA ENTOMOLOGICA SINICA doi; 10. 16380/j. kexb. 2019. 03. 007 











O oe & FR ER] ERU BR ZI Bt Pi o6] he BR tg ED 
毒性 及 风险 评估 





iit 


E K, RAE 


(北京 市 农林 科学 院 植 物 保护 环境 保护 研究 所 ,北京 100097) 








要 :【 目 的 ] 明确 乙 基 多 杀菌 素 和 联 菜 肝 酯 对 地 能 蜂 Bombus terrestris 的 毒性 , 探讨 这 两 种 农药 亚 
致死 浓度 对 地 能 蜂 体 内 乙酰 胆 碱 酯 酶 (AchE) 、 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (GST) Fo 2 BR BS BE ( CarE) 3 种 
解毒 酶 活性 的 影响 。【 方 法 】 采 用 饲 喂 法 测定 60 ga. i /L £X £ A fe 4396 KA BS 3p S fE SE 
采集 蜂 的 急性 经 口 毒性 ， du HALE due D pur quotient, HQ) 值 评估 这 两 种 农 
药 对 地 能 蜂 的 风险 。 同 时 测定 了 这 两 种 农药 亚 致死 剂量 (LD;。 和 LDs ) 处 理 后 地 能 蜂 AchE, GST 
和 CarE 的 活性 变化 。【 结 果 】60 g a.i./L i d m rs E aR JE EE d E 22 
口 毒 性 测定 48 h 时 LD ALF) A 3.590 4e 1 447 pe a.i./ 蜂 ,其 中 60 ga.i./L 乙 基 多 杀菌 素 表 现 
为 中 毒 ,43% REGE DEBE RIA. APR Mp He RE SEG TEES HQ 4835 4& T. 530 ,表现 为 低 风 险 。 
LD, f LD,420] $4 CH SABA A632 28 5 x] 8828 1816 3 h 时 地 能 蜂 AchE 活性 被 激活 ,显著 高 于 
对 照 组 (P<0.05) ,分 别 为 对 照 组 的 1.45 Fe 1.23 48,24 h 后 活性 受到 抑制 ,两 个 剂量 处 理 组 AchE 
活性 均 显 著 低 于 对 照 组 (已 <0.05) ;CarE 活性 3 h 时 同样 被 激活 ,显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ,LD 
和 LD 剂量 处 理 组 CarE 活性 分 别 为 对 照 组 的 1.24 和 1.53 42, 24 h 后 活性 受到 抑制 ,其 中 LD; 剂 
量 处 理 组 CarE 活性 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05),LDs Mamm CarE 活性 与 对 照 m 异 不 显著 
(已 >0.05);LD, 和 LD,, 剂 量 处 理 组 GST 活性 3 h 被 激活 ,显著 高 于 对 照 组 (P<0.05) ,分 别 为 对 照 
组 的 2.24 fo 2. 58 4&,24 h 后 活性 降低 ,但 两 个 剂量 处 理 组 GST 活性 仍 显著 高 于 对 照 组 (P < 
0. 05), 43% FRA WEBS 4E BUG , 5 SERE 4a 4816 3 h At LD, fe LDa 5] 34b 3228. AchE 活性 与 对 照 组 差 
异 不 显著 (已 >0.05) ,24 h 后 AchE 活性 降低 ,显著 低 于 对 照 组 (P<0.05) ,分 别 是 对 照 组 的 75% 和 
80% ; CarE 活性 3 h 时 被 抑制 ,LDj 剂 量 处 理 组 CarE 活性 显著 低 于 对 照 组 (P<0.05),LDs 剂 量 处 
38 28 CarE 活性 低 于 对 照 组 ,但 差异 不 显著 (已 >0.05) ,24 h 后 CarE 活性 被 激活 ,其 中 LDso 剂 量 处 
理 组 CarE 活性 高 于 对 照 组 ,但 差异 不 显著 (已 >0.05) ,LD,, 剂 量 处 理 组 CarE 活性 显著 高 于 对 照 组 
(P «0.05) ;LD;, 剂 量 处 理 组 GST 活性 3 h 时 被 激活 ,显著 高 于 对 照 组 (已 <0.05) ,24 h 后 活性 降 
低 , 但 仍 显 著 高 于 对 照 组 (已 <0.05) ,3 h fo 24 h 的 活性 分 别 为 对 照 组 的 2.04 和 1.72 倍 ,LD,, 剂 量 
处 理 组 3 h 的 GST 活性 与 对 照 组 无 显著 差异 (已 >0.05) ,24 h 后 活性 降低 ,显著 低 于 对 照 组 ( 己 < 
0.05) 。 [2536] CRS AB FH Fo A HE AS Mh We AE HE HQ d Qus aia Jt PRA EBS y 
地 能 蜂 的 安全 性 较 高 ,在 能 蜂 授 粉 过 程 中 可 以 按照 推荐 剂量 应 用 ,但 过 量 施 用 或 者 长 期 施用 可 能 会 
造成 能 蜂 体 内 药剂 积累 引起 生理 或 者 行为 的 变化 ， rere ery 剂量 
和 方法 有 待 进 一 步 研 究 。 
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Toxicity and risk of spinetoram and bifenazate to bumblebee Bombus 


terrestris ( Hymenoptera: Apidae) 

WANG Huan, XU Xi-Lian* (Institute of Plant and Environment Protection, Beijing Academy of 
Agriculture and Forestry Sciences, Beijing 100097, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to clarify the toxicities of spinetoram and bifenazate to bumblebee 
Bombus terrestris, and to explore the effect of sublethal doses of these two pesticides on the activities of 
three detoxifying enzymes including acetylcholinesterase ( AchE) , glutathione-S-transferase ( GST) , and 
carboxylesterase ( CarE). [Methods] The acute oral toxicities of 60 g a. i./L spinetoram and 43% 
bifenazate to the foragers of B. terrestris were measured by feeding method. The risk of the two 
insecticides to B. terrestris was assessed based on the hazard quotient (HQ) values for the ecological risk 
of insecticides to bees. The changes in the activities of AchE, GST and CarE in foragers of B. terrestris 
treated with the two pesticides at sublethal doses ( LD;,and LD,,) were assayed. [Results] The LD,, 
values of 60 g a. i. /L spinetoram and 43% bifenazate against foragers of B. terrestris at 48 h after oral 
exposure were 3.590 and 1 447 pg a.i. per bee, respectively. Spinetoram at the dose of 60 g a. i. /L 
showed moderate toxicity to foragers of B. terrestris, while 43% bifenazate showed low toxicity. The HQ 
values of the two insecticides to foragers of B. terrestris were both below 50, suggesting that the two 
insecticides present low risk to this bumblebee species. The AchE activities in bees treated with LD and 
LD, of spinetoram were significantly enhanced at 3 h (P «0.05) , with a 1.45- and 1. 23-fold increase 
as compared to the control group, respectively. Subsequently, the AchE activities in both the dose groups 
were inhibited after 24 h, and were significantly lower than that in the control group ( P «0.05). The 
CarE activities in bees treated with LD., and LDg, of spinetoram were also significantly higher in the first 
3 h after treatment, being 1.24- and 1. 53-fold higher than that in the control group, respectively, and 
then inhibited after 24 h. At 24 h after treatment, the CarE activity in the LD;, dose group was 
significantly lower than that in the control group ( P «0. 05) , but that in the LD,, dose group showed no 
significant difference from that in the control group ( P 20.05). The GST activities in bees treated with 
LD.) and LD, of spinetoram were also activated at 3 h after treatment ( P «0. 05) , with a 2. 24- and 
2. 58-fold increase as compared to the control group, respectively. At 24 h after treatment, the GST 
activities in both dose groups decreased, but were still significantly higher than that in the control groups 
(P «0.05). The AchE activities in bees were treated with LDs,and LDs of 43% bifenazate within 3 h 
showed no significant differences from that in the control group ( P » 0. 05), but reduced to 75% and 
80% of that in the control group after 24 h, respectively ( P «0.05). The CarE activities in the both 
dose groups were inhibited after 3 h. The CarE activity in bees treated with LD;oof bifenazate for 3 h was 
significantly lower than that in the control group ( P «0. 05) , whereas that in bees treated with the LD,, 
dosage showed no significant difference from that in the control group ( P 20.05). The CarE activities in 
bees treated with LD;, and LDs of bifenazate for 24 h were activated, and the LD, dose group had a 
significantly higher level of CarE activity than that in the control group ( P «0. 05) , but the CarE activity 
in the LD.) dose group showed no significant difference from that in the control group ( P >0.05). The 
GST activities in bees treated with LD;, of bifenazate increased at first ( P «0.05) , and then decreased. 
The GST activities in bees treated with LD,, of bifenazate for 3 h and 24 h were 2. 04- and 1. 72-fold 
higher than that in the control group, respectively ( P «0.05). The GST activity in the LD dose group 
was not significantly different from that in the control group in the first 3 h ( P 20.05) , but was inhibited 
after 24 h and significantly lower than that in the control group ( P «0.05). [Conclusion] The results 
demonstrate that spinetoram and bifenazate have low risk to the foragers of B. terrestris as judged by the 


HQ value. The safety of bifenazate to B. terrestris is higher, so it can be used in pollination period 
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according to the recommended dosage and method. However, the excessive and long-term application of 


bifenazate may affect the physiology and behavior of bumblebees. The dosage and method of application of 


spinetoram during the pollination period need to be further explored. 


Key words: Bombus terrestris; pesticide; spinetoram; bifenazate; safety evaluation; acetylcholinesterase ; 


glutathione-S-transferase; carboxylesterase 








能 蜂 是 蜜蜂 科 ( Apidae) 能 蜂 属 Bombus 的 昆虫 ， 
具有 声 震 大 花粉 采集 力 强 、 耐 低温 . 耐 高 湿 以 及 趋 
光 性 差 等 优点 ,是 众多 农作物 和 野生 植物 的 重要 传 
粉 昆虫 。 熊 蜂 授粉 技术 是 目前 国际 上 为 设施 果菜 授 
粉 最 先进 的 技术 之 一 ,可 以 实现 设施 农业 的 优质 、 高 
效 和 安全 生产 ( Dogterom et al., 1998; Gabriel et al., 
2013) 。 随 着 我 国 能 蜂 基础 研究 的 深入 和 工厂 化 生 
产 条 件 的 成 熟 ,能 蜂 在 温室 设施 内 的 应 用 越 来 越 普 
W ( Velthuis and Kevan, 2002) 。 然 而 ,温室 设施 内 
高 温 高 湿 、 密 闭 的 环境 使 得 病虫害 发 生 较 为 严重 ， 
种 植 者 常用 化 学 农药 防治 病虫害 以 保证 作物 产量 ， 
直接 影响 了 熊 蜂 的 使 用 。 

近年 来 , 因 农药 中 毒 造成 传粉 昆虫 数量 又 降 的 
报道 屡见不鲜 ,生物 安全 问题 受到 了 全 球 的 普遍 关 
注 。2006 年 , MEE ^ JJ (colony collapse 
disorder, CCD) 席卷 了 美国 TA Es] Sin HR EE] AWK 
利 亚 等 国 ,致使 当地 蜂 农 蜂 群 损失 达 50% ~ 90% 
( 苏 松 坤 等 , 2007) 。 诱 发 CCD 现象 的 因素 可 能 是 
栖息 地 退化 、 环 境 变化 营养 缺乏 .农药 的 亚 致 死 效 
应 以 及 蜜蜂 疾病 等 (Cox-Foster et al., 2007; 
Oldroyd, 2007; Higes et al., 2008; Dhruba, 2009; 
Goulson et al., 2015; Shi and Liu, 2016) ,虽然 目前 
还 没有 明确 的 答案 ,但 普遍 认为 杀 虫 剂 可 能 是 引起 
CCD 的 主要 因素 之 一 。 低 毒 农 药 的 使 用 推广 ,在 某 
些 程度 上 绥 解 了 高 毒 农 药 引起 的 蜜蜂 急性 中 毒 ,但 
低 毒 农药 的 亚 致死 效应 会 带 来 一 系列 浴 在 的 影响 
( 王 康 等 , 2017) ,即使 降低 亚 致死 剂量 ,同样 会 影响 
蜜蜂 的 采集 行为 能 力 .学 习 记 忆 能 力 、 蜂 群发 展 以 及 
病原 体 的 易 感 性 等 (Wu et al., 2011; Gill et al., 2012; 
Pettis et al., 2012; Frost et al., 2013; Williamson et 
al., 2013; Doublet et al., 2015) 。 有 研究 表明 , NV 3X 
SEF Tk AY) AS ERE o BE CAE DLE) AA P CER IE 28 
酯 ) 会 导致 Na * /K* -ATP 酶 和 神经 系统 中 乙酰 胆 碱 
酯 酶 异常 ,乙酰胆碱 酯 酶 的 异常 直接 影响 蜜蜂 的 导 
航 定 位 能 力 (Papaefthimiou and Theophilidis, 2001 ; 
Schmuck, 2004; Claudianos et al., 2006; Henry et 
al., 2012) , Frazier 在 蜂箱 内 检测 到 大 量 杀 苦 剂 R 
HR) EXI (Kaya et al., 2015) ,这 些 潜在 的 毒素 











































































































严重 影响 蜜蜂 健康 ,即使 按照 推荐 剂量 使 用 ,仍然 对 
蜜蜂 有 亚 致死 效应 。 

乙 基 多 杀菌 素 和 联 共 肝 酯 对 防治 棚 室 果蔬 的 粉 
TU Hai] Fh A EMH SE (Jed a, 2017) 及 红 
WAT WOR, — xn dos Tetranychus urticae 等 蝗 螨 目 害 虫 有 
良好 的 效果 ( 何 建 红 等 , 2012) ,在 设施 果蔬 EAE AE 
产 中 使 用 频繁 。 乙 基 多 杀菌 素 是 作用 机 制 新 颖 的 大 
环 内 酯 类 生物 源 农药 产品 ,作用 于 昆虫 体内 的 烟 碱 
型 乙酰胆碱 受 体 (nAchR ) 和 y- 氨 基 丁 酸 (GABA)， 
对 靶 标 害虫 速效 ,能 有 效 防 治 鳞 翅 目 、 双 翅 目 的 卫生 
害虫 . 缕 友 目的 欧 马 ,对 蜜蜂 毒性 较 低 ( Besard et 
al., 2011; Ramanaidu et al., 2011), BRAS HE VE FB 
于 螨 类 的 中 枢 神 经 传导 系统 的 y- 氨 基 丁 酸 ,能 有 效 
防治 红 蜂 蛛 、 二 斑 叶 螨 等 蛇 螨 目 害虫 ,对 蜜蜂 低 风 
险 。 解 毒 酶 系 活性 指标 是 研究 农药 对 蜜蜂 影响 的 常 
用 指标 , 随 着 熊 蜂 授 粉 应 用 越 来 越 广 泛 ,农药 对 熊 蜂 
毒性 和 行为 影响 的 研究 显得 尤为 重要 。 因 此 ,本 试 
验 理论 结合 实际 ,对 两 种 设施 常见 的 低 毒 农药 艾 绿 
-E(60 g a. i./L CHES A BRL ) FIER li ( 43 % KA 
WERE) 对 能 蜂 的 毒性 进行 了 评估 ,测定 了 这 两 种 农 
药 对 地 熊 蜂 采集 蜂 头 部 乙酰 胆 碱 酯 酶 、 腹 部 谷 胱 甘 
肽 -S$- 转 移 酶 和 羧 酸 酯 酶 活性 的 影响 ,探究 这 两 种 农 
药 对 熊 蜂 采集 蜂 的 毒性 风险 ,为 我 国 农药 的 安全 性 
评价 提供 数据 参考 ,同时 为 熊 蜂 授粉 过 程 中 农药 的 
科学 使 用 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 熊 蜂 

地 能 蜂 Bombus terrestris 由 北京 市 农林 科学 院 植 
物 保 护 环境 保护 研究 所 授粉 蜂 繁育 基地 提供 ,试验 
所 用 的 地 熊 蜂 为 授粉 群体 中 飞 出 并 携带 花粉 归来 的 
个 体 大 小 基本 一 致 的 工蜂 , 即 采集 蜂 。 
1.2 供 试 试剂 及 主要 仪器 

Triton X-100 a- 乙酸 蔡 酯 、 毒 扁豆 碱 、 固 蓝 B 盐 、 
二 硝 基 握 茶 ( CDNB ) 、 二 硫 对 硝 基 茶 甲酸 (DTNB ) 
还 原 性 谷 胱 甘 肽 (GSH) 购 自 美国 Sigma 化 学 药品 公 
司 ;7- 乙 氧 基 香 豆 素 ERR USER (K,HPO, - 3850) , 
ERAH (KH, PO, ) 以 及 总 蛋白 浓度 测定 试剂 盒 
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货号 A045-4) 和 乙酰 胆 碱 酯 酶 测定 试剂 盒 ( 货 
A024) 购 自 南京 建成 生物 工程 有 限 公 司 ; 其 余 化 当 
试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 艾 绿 士 为 国内 市 场 常见 的 美 
国 陶 氏 益 农 公司 产品 (农药 登记 证 号 PD20120240, 
有 效 成 分 60 g a.i./L 乙 基 多 杀菌 素 ) , 爱 卡 螨 为 美 
国 科 聚 亚 公司 登记 产品 (农药 登记 证 号 PD20090837 , 
43% XX AS E BB eR EF A). BER DUI A Dy Perkin 
Elmer-EnSpire ; 

1.3 急性 经 口 毒 性 测定 
1.3.1 试验 处 理 :试验 在 温度 25 + 2°C ,相对 湿度 
60% ,黑暗 条 件 下 进行 。 用 50% 的 蔗糖 水 溶液 将 两 
种 药剂 分 别 配制 成 5 个 剂量 系列 ,其 中 ,60 g a.i. /L 
乙 基 多 杀菌 素 剂 量 体 系 为 0.75, 1.5, 3, 6 和 12 pg 
a.i./ 蜂 ;43% JK AS JUE T AY 75] t PK RN 175, 350, 
700, 1 400 和 2 800 pg a.i./ 蜂 。 每 个 剂量 体系 设 
置 3 个 重复 ,每 个 重复 10 头 工蜂 。 将 个 体 大 小 基本 
一 致 的 400 头 采集 蜂 饥饿 处 理 2 ,然后 将 工蜂 随机 
分 组 移 人 蜂 笼 ,其 中 乙 基 多 杀菌 素 处 理 组 15 个 蜂 
AE CAS UE BGR cb BZA, 15 A EAE ,空白 对 照 组 3 个 蜂 
笼 。 在 每 个 蜂 笼 的 饲 喂 器 中 加 入 芒 糖 水 稀释 的 不 同 
剂量 的 药剂 200 pL, 对照 组 中 加 入 不 含 药剂 的 蔗糖 
水 200 nkL, 待 消耗 完 后 ,将 各 蜂 笼 饲 喂 器 取出 ,统一 
更 换 不 含 药 剂 的 蔗糖 水 进行 饲 喂 , 记 录 3, 12, 24, 
36 和 48 h 能 蜂 死 亡 数量 ,同时 观察 不 同时 间 的 中 毒 

死亡 率 (% ) = ( 死 蜂 数 / 总 蜂 数 ) x 100; 

校正 死亡 率 (% ) = (处 理 组 死亡 率 - 对 照 组 死 
亡 率 )/(1 -对照 组 死亡 率 ) x100, 
1.3.2. 毒性 划分 依据 和 风险 评 佑 方法 :测定 方法 参 
照 国家 环境 保护 局 颁布 的 《化 学 农药 环境 安全 评价 
试验 准则 ,第 LO 部 分 :蜜蜂 急性 毒性 试验 》( 5d EE 
等 , 2014)。 农 药 对 地 熊 蜂 的 毒性 可 划分 为 4 个 等 
级 : LD «0.001 pg a.i./ 蜂 , 剧 毒 ;0. 001 pg a.i./ 
蜂 <LD; <2 pg a.i./ 蜂 ,高 毒 ;2 ug a. i. /ME<LD, < 
11 pg a. i./ 蜂 ,中 毒 ;LD;,。> 11 pg a. i./ 蜂 , 低 毒 。 
农药 对 地 熊 蜂 的 风险 评估 参照 欧洲 和 地 中 海 植物 保 
护 组 织 (EPPO, 2000) 所 采用 的 初步 判断 农药 对 蜜蜂 
生态 风险 的 危害 炉 (hazard quotient, HQ) ffi; HQ 值 
为 农药 田间 推荐 用 量 (AR) (g a. i. /hm ) 与 农药 对 能 
蜂 急 性 经 口 LDso( pg a.i./ 蜂 ) 值 的 比值 : HQ = AR/ 
LD;,。HQ >2 500, 高 风险 ;50 < HQ <2 500, 中 等 风 
险 ;HQ<50, 低 风险 。 本 文 在 计算 HQ 值 时 ,LDs 值 
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量 的 最 大 范围 来 计算 。 
1.4 总 蛋白 的 测定 

分 别 取 成 虫 头 部 和 腹部 按 1:9(m/v) 加 入 生理 
盐水 , 冰 水 浴 条 件 机 械 匀 浆 2 000 ~3 000 r/min 离 
心 10 min, 取 上 清 液 稀释 至 1% 竺 用。 按照 试剂 盒 
(南京 建成 ,货号 A045 4) 提示 的 加 样 和 计算 方法 获 
得 总 蛋白 活力 数值 (U/mg pro) 。 
1.5 ”乙酰胆碱 酯 酶 、 羧 酸 酯 酶 、. 谷 胱 甘 肽 转移 酶 活 
性 的 测定 

参考 生物 测定 的 结果 ,采用 饲 喂 法 ,选取 急性 经 
口 毒性 试验 中 48 h 的 LDx 和 LDas 剂 量 处 理 的 地 能 
蜂 , 其 中 , 乙 基 多 杀菌 素 和 联 茶 肘 酯 分 别 设置 LD;。 
和 LDs, 两 个 处 理 组 ,每 个 处 理 组 3 个 重复 ,每 个 重复 
10 头 采 集 蜂 , 另 设 对 照 组 3 个 重复 ,每 个 重复 10 k 
采集 蜂 。 处 理 后 3 h 和 24 h 随机 挑 取 存 活 的 地 熊 蜂 
个 体 作 为 试验 样本 测定 3 种 酶 的 活性 。 乙 酰 胆 碱 酯 
酶 (acetylcholinesterase ，AchE ) 测定 按照 试剂 盒 ( 南 
京 建成 ,货号 A024) , 取 成 虫 头 部 按 1:9(m/v) 加 入 
生理 盐水 , 冰 水 浴 条 件 机 械 匀 浆 2 000 ~3 000 r/min 
离心 10 min, 取 上 清 液 ,加 入 相应 试剂 ,按照 计算 方 
EK Ae Zo AE AA Bl MG AE TR PE; 9 ME NR MS 
(carboxylesterase , CarE ) 7 HEI zz Fk HA S Ha A AN eg 
希 武 (2016) 方 法 进行 , 底 物 为 a- 乙 酸 蔡 酯 ,以 地 能 
蜂 腹 部 为 酶 活性 测定 材料 。 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 
( glutathione-S-transferase , GST ) 活性 测定 按照 余 慧 
灵 等 (2015 ) 方 法 进行 , 底 物 为 2,4- 二 硝 基 握 茶 ,以 
地 能 蜂 腹 部 为 酶 活性 测定 材料 。 
1.6 数据 处 理 

试验 记录 数据 采用 EXCEL 软件 统计 处 理 ,采用 
ANOVA 中 的 LSD 多 重 比较 进行 分 析 。 数 据 分 析 处 
理 使 用 软件 SPSS20.0 完成 ,利用 线性 回归 分 析 方 法 
计算 相应 的 半 致 死 剂 量 (LD: ) 。 文 中 全 部 数据 均 为 
平均 值 + 标 准 误 ,以 P<0.05 作为 差异 显著 性 标准 。 


2 结果 


2.1 CESAR eA AK Bat hh RE ek Le 
的 急性 毒性 

HR 1 可 知 , 乙 基 多 杀菌 素 对 地 熊 蜂 的 急性 经 
口 毒 性 高 于 联 匠 脐 酯 , 乙 基 多 杀菌 素 24 h 和 48 h 的 
LD;, 值 分 别 为 11.40 和 3.590 ug a. i. / ME , EEE 
24 h 和 48 h 的 LD;, 值 分 别 为 3 217 和 1 447 pg 
a.i./ 蜂 ,参照 农药 对 蜜蜂 急性 经 口 毒 性 分 级 标准 ， 































































































使 用 急性 经 口 毒性 试验 48 h 的 结果 ,田间 推荐 剂量 
按照 已 在 我 国 农业 部 登记 的 同一 有 效 成 分 田间 推荐 








乙 基 多 杀 盏 素 和 联 茶 脐 酯 对 地 能 蜂 24 h 经 口 毒 性 
为 低 毒 , 乙 基 多 杀菌 素 对 地 熊 蜂 48 h 经 口 毒 性 为 中 
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表 1 两 种 农药 对 地 熊 蜂 成 年 工蜂 的 急性 经 口 毒性 


Table 1 Acute oral toxicity of two insecticides to adult workers of Bombus terrestris 


相关 系数 




















供 试 药剂 处 理 时 间 (h) 毒 力 回 归 方 程 POM LDso ( CLo 95 ) 毒性 等 级 
Tested insecticides Treatment time Toxicity regression equation (pg a.i. per bee) Toxicity level 
60 g a.i./L 乙 基 多 杀菌 素 24 y 21.224 +1. 159% 0. 968 11.40(5.806 —123. 774) 低 毒 Low 
60 g a. i. /L Spinetoram 48 y 20. 766 +1. 379x 0.922 3.590(2.121 -6.794) 中 毒 Moderate 
43 % IKAS JUE TR 24 y =-0.959 «1. 890x 0.955 3 217(2 013 - 10 273) 低 毒 Low 
43% Bifenazate 48 y 2-0.288 +1.798x 0. 807 1 447(1 005 -2 518) 低 毒 Low 
BE BRAS EARN ES: o 蜂 的 风险 ,由 表 2 可 以 看 出 两 种 农药 对 地 熊 蜂 的 








2.2 ZEZA ARMEA a O Ah E A He Ag iE 
成 年 工蜂 的 中 毒 症状 和 死亡 率 
乙 基 多 杀菌 素 经 口 处 理 的 地 熊 蜂 采集 蜂 出 现 中 o 
毒 症状 的 时 间 较 短 ,10 ug a. i./ 蜂 的 剂量 处 理 后 
1 -2h 出 现 中 毒 症 状 , 且 中 毒 症 状 出 现 的 时 间 随 着 
剂量 的 增加 而 缩短 ,地 能 蜂 的 前 期 中 毒 症状 表现 为 
肢体 不 协调 ,左右 摆动 ,四 肢 赢 动 , 88 £8] - I e- 80 (8 ， 
最 后 ,表现 为 仰 躺 在 地 上 挣扎 , 随 着 气力 的 消耗 , 挣 
扎 幅 度 越 来 越 小 ,直到 死亡 。 联 茶 肝 酯 经 口 处 理 的 
地 能 蜂 采 集 蜂 出 现 中 毒 症 状 的 时 间 较 晚 ,2 400 ug 
a.i/ 蜂 处 理 后 3 -5 h 出 现 中 毒 症状 ,明显 慢 于 乙 基 
多 杀菌 素 ,中毒 症状 表现 为 疏 行 速度 加 快 , 原 地 打 圈 
或 四 处 乱 撞 ,逐渐 微弱 ,直至 死亡 。 0 
致死 中 剂量 经 口 处 理 地 熊 蜂 结果 发 现 , 乙 基 多 
杀菌 素 经 口 处 理 的 地 熊 蜂 3 h 死亡 率 为 24% ,而 联 
茶 肝 酯 死亡 率 上 升 较 慢 ,3 h 死亡 率 为 0, 显 著 低 于 图 1 致死 中 剂量 的 乙 基 多 杀菌 素 和 联 茶 午 本 
乙 基 多 杀菌 素 处 理 ,24 h ZL ATA AE UE DE 理 不 同时 间 后 地 熊 蜂 采 集 峰 的 死亡 率 
处 理 引 起 的 死亡 率 分 别 上 升 为 36% 和 28% ,差异 显 Fig. 1 Mortality of foragers of Bombus terrestris 
著 。 在 之 后 的 36 h 和 48 Rh ,两 种 药剂 处 理 组 的 地 能 after treatment with spinetoram and bifenazate 
蜂 死亡 率 差 异 不 显著 (图 1)。 


HQ 值 均 低 于 50 ,表现 为 低 风 险 。 
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2.3 CRB ARR AKA EBENE He RE AE p 4p T d 
的 风险 评估 
依据 农药 对 蜜蜂 生态 风险 的 HQ 值 评估 其 对 能 





数据 为 平均 值 + 标 准 误 ; 线 上 不 同 字母 表示 经 Duncan 氏 新 复 极 
差 检 验 差异 显著 (P <0.05)。Data are mean + SE. Different letters 





above lines indicate significant difference by Duncan’ s new multiple 


range test ( P «0.05). 


R2 CRS ARR AKA A BEI BEMEZE 0 fe 48 ( HQ) f& 


Table 2 The hazard quotient (HQ) values of spinetoram and bifenazate to foragers 


of Bombus terrestris after oral exposure 


供 试 药剂 LDso 


Tested insecticides (pg a.i. per bee) 














间 推 荐 剂量 (g a. i. /hm? ) HQ fH 








HQ value 


Field recommended dose 








60 g a.i./L LÆS RHK 
60 g a. i. /L Spinetoram 
4390 RAS JUERR 

4396 Bifenazate 











3.590 


1 447 


45.0 - 75.0 12.534 - 20. 891 


129 -193.5 0.089 - 0. 134 


HQ 值 为 农药 田间 推荐 用 量 与 农药 对 熊 蜂 急性 经 口 LD;o 值 的 比值 。HQ value is the ratio of the field recommended dose 





to the LD;so value by oral exposure. 
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2.4 ZH EIE AA RA OR D Ab XT ie RE dE 
成 年 工蜂 乙酰 胆 碱 酯 酶 、 羚 酸 酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 
移 酶 活性 的 影响 

LD: 和 LDs 剂 量 的 乙 基 多 杀菌 素 饲 喂 工蜂 成 虫 
3h 和 24h, 头 部 乙酰 胆 碱 酯 酶 以 及 腹部 羧 酸 酯 酶 
和 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活性 的 变化 趋势 如 图 2 所 示 。 
LD: 和 LDs 剂 量 的 乙 基 多 杀菌 素 处 理 地 能 蜂 3 h 
后 ,AchE 被 激活 ,活性 显著 高 于 对 照 组 (P <0.05)， 
分 别 为 对 照 组 的 1.45 和 1.23 477,24 h 后 AchE 活 
性 受到 抑制 ,LD 和 LDs 剂 量 处 理 组 均 显著 低 于 对 
照 组 (P «0.05) 。CarE 活性 在 处 理 后 3 h 同样 被 激 
活 ,活性 显著 高 于 对 照 组 (已 <0.05) ,LD 和 LD7] 
量 处 理 组 CarE 活性 分 别 为 对 照 组 的 1.24 和 1.53 
倍 ,24 h 后 活性 受到 抑制 ,其 中 LDs 剂 量 处 理 组 
CarE 活性 显著 低 于 对 照 组 (P < 0. 05) ,LDs 剂 量 处 
理 组 CarE 活性 与 对 照 组 差异 不 显著 (P >0. 05)。 
GST 活性 3 h 被 激活 ,LD 和 LDs 剂 量 处 理 组 GST 
活性 显著 高 于 对 照 组 (P <0.05) ,分 别 为 对 照 组 的 
2.24 和 2.58 477,24 h 后 GST 活性 受到 抑制 ,但 两 个 
剂量 处 理 组 GST 活性 仍 显 著 高 于 对 照 组 (P < 
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0.05), 

LD oo fll LD go 71 tat H ERAS FUE TS] UB Ht, RE MET BG 
513 h 和 24 h, 头 部 乙酰 胆 碱 酯 酶 以 及 腹部 羧 酸 酯 
酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 活性 的 变化 见 图 3。 联 茉 脐 
酯 处 理 地 能 蜂 3 h 后 ,LD 和 LDs 剂 量 处 理 组 AchE 
活性 与 对 照 组 差异 不 显著 (已 >0.05) ,24 h 后 AchE 
活性 降低 ,显著 低 于 对 照 组 ( 忆 <0.05 ) ,分 别 是 对 照 
组 的 75% 和 80% . IRAE RING Jab FH Hh BE WE 3 h, LD, 
剂量 处 理 组 CarE 活性 显著 低 于 对 照 组 (已 <0. 05), 
LDs 剂 量 组 CarE 活性 低 于 对 照 组 ,但 差异 不 显著 ， 
24 h 后 CarE 活性 被 激活 ,其 中 LD;, 剂 量 处 理 组 
CarE 活性 高 于 对 照 组 ,但 与 对 照 组 差异 不 显著 (P > 
0.05) ,LD, 剂 量 处 理 组 Cark 活性 显著 高 于 对 照 组 
(P «0.05) , GST 活性 3 h 被 激活 ,LD;o 剂 量 组 显著 
高 于 对 照 组 (P «0.05) ,24 h 后 活性 降低 ,但 仍 显 著 
高 于 对 照 组 (P<0. 05), 分 别 为 对 照 组 的 2.04 和 
1.72 倍 。LDs 剂 量 处 理 组 GST 活性 3 h 与 对 照 组 无 
显著 差异 (P >0.05) ,24 h 后 活性 降低 ,显著 低 于 对 
照 组 (P <0.05) ,为 对 照 组 的 43% 。 
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50 80 
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图 2 乙 基 多 杀菌 素 对 地 熊 蜂 成 年 工蜂 头 部 乙酰 胆 碱 酯 酶 (A) RE ERR NRI CB) 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (C) 活 性 的 影响 
Fig. 2 Effect of spinetoram on the AchE activity in the head (A) and the CarE (B) and 
GST (C) activities in the abdomen of adult workers of Bombus terrestris 
以 不 含 农药 的 蔗糖 水 饲 喂 组 为 对 照 组 。 数 据 平均 值 上 标准 误 ; 柱 上 不 同 字母 表示 经 Duncan 氏 新 复 极 差 法 检验 差异 显著 (P<0.05)。 图 3 同 。 


Bees fed with sucrose without pesticide were used as the control. Data are mean + SE. Different letters above bars indicate significant difference by 








Duncan' s new multiple range test (P «0.05). The same for Fig. 3. 
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3 SBR IB PRE op 3 RETE RAE TREK ID C IER BC I CA) .腹部 羧 酸 酯 酶 (B) 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 (C) 活 性 的 影响 
Fig. 3 Effect of bifenazateon on the AchE activity in the head (A) and the CarE (B) and 





GST (C) activities in the abdomen of adult workers of Bombus terrestris 


3 讨论 


授粉 是 农作物 生产 的 一 个 重要 环节 ,为 了 提高 
设施 农产品 的 品质 和 安全 性 , 越 来 越 多 的 人 采用 能 
蜂 授 粉 取代 人 工 和 激素 授粉 ,而 农药 的 使 用 却 影 响 
了 熊 蜂 授粉 的 效果 和 其 推广 应 用 ,为 此 本 试验 根据 
田间 农药 应 用 情况 ,选取 两 种 农业 生产 中 常用 的 低 
毒 农 药 ,通过 经 口 毒 性 测定 , 评 佑 这 两 种 农药 对 地 能 
蜂 的 影响 ,为 农业 生产 提供 依据 。 评 价 农药 对 蜜蜂 
的 安全 性 一 般 采 用 点 滴 法 、 喂 毒 法 和 更 燕 法 等 方法 ， 
不 同 测定 方法 得 到 的 结果 往往 差异 较 大 ( 酉 青云 ， 
2006). 。 本 试验 经 口 毒性 测定 发 现 , 乙 基 多 杀菌 素 
经 口 处 理 的 地 熊 蜂 24 h 的 毒性 为 低 毒 ,而 处 理 48 h 
时 表现 为 中 毒 ,死亡 率 虽 然 上 升 缓慢 ,但 最 终 死亡 率 
较 高 ,这 与 前 人 研究 的 乙 基 多 杀菌 素 对 切 叶 蜂 致死 
作用 较 慢 ,但 最 终 致死 率 较 高 相符 ( Gradish et al., 
2012) 。 联 葵 腓 酯 经 口 处 理 地 能 蜂 24h 和 48 h 的 毒 
性 均 为 低 毒 ,死亡 率 在 处 理 初期 与 乙 基 多 杀菌 素 差 
异 显 车, 此 外 联 茶 肘 酯 的 亚 致死 剂量 显著 高 于 该 药 
剂 推荐 使 用 剂量 ,经 口 HQ 值 为 0.089 ~0. 134 ,表明 
联 茶 肘 酯 对 地 熊 蜂 采集 蜂 人 危害 极 低 ,在 授粉 期 间 可 






































按照 推荐 剂量 使 用 。 

烟 碱 类 农药 主要 是 通过 选择 性 控制 昆虫 神经 系 
统 乙酰 胆 碱 酯 酶 受 体 , 阻 断 昆 虫 中 枢 神 经 系统 的 正 
和 常 传导 ,影响 蜜蜂 的 采集 行为 而 导致 蜂 群 正常 活动 
KGL, 采集 能 力 下 降 , 最 终 导 致 蜂 群 的 消亡 
(Johnson, 2015) 。 试 验 结果 表明 , 乙 基 多 杀菌 素 两 
个 剂量 处 理 的 地 熊 蜂 经 过 3 h 和 24 h, 对 乙酰 胆 碱 
酯 酶 活性 出 现 了 先 激 活 后 抑制 的 现象 ,说 明 在 处 理 
初期 地 能 蜂 对 药剂 产生 了 应 激 反应 ,持续 上 调 乙 酰 
胆 碱 酯 酶 的 表达 来 解毒 ,但 随 着 处 理 时 间 的 延长 , 药 
剂 在 体内 积累 量 超过 自身 代谢 解毒 能 力 ,乙酰 胆 碱 
酯 酶 受到 抑制 ,药剂 毒性 升 高 ,这 可 能 是 乙 基 多 杀菌 
素 处 理 初期 熊 蜂 死亡 率 上 升 较为 缓慢 ,但 最 终 死 亡 
率 较 高 的 原因 。43% IAS UE b BEDS RÉ E HJ 
乙酰 胆 碱 酯 酶 活性 与 对 照 组 差异 不 显著 ,但 随 着 时 
间 的 延长 酶 活性 受到 抑制 ,这 可 能 与 联 茶 肘 酯 的 作 
用 途径 与 乙 基 多 杀菌 素 不 同 有 关 。 

羧 酸 酯 酶 和 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 是 昆虫 代谢 抗 
性 涉及 的 主要 酶 类 ,它们 通过 增强 对 农药 的 转化 和 
降解 作用 来 降低 农药 毒性 。 本 试验 结果 显示 低 剂 量 
和 高 剂量 的 乙 基 多 杀菌 素 和 联 葵 脐 酯 处 理 均 可 以 诱 
导 CarE 激活 ,但 随 着 处 理 时 间 的 延长 ,激活 效应 降 
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低 , 活 性 回归 至 正常 水 平 。 这 可 能 与 CarE 为 第 一 阶 
段 的 主要 解毒 梅 有 关 ( Claudianos et al., 2006) ,因此 
药剂 处 理 初 期 ,Cark 被 激活 ,发 挥 解毒 作用 , 随 着 时 
间 的 延长 ,CarE 不 能 再 发 挥 解 毒 作 用 。GCST 活性 在 
LD 和 LDw 乙 基 多 杀菌 素 处 理 后 也 出 现 了 先 升 高 后 
降低 的 现象 ,但 24 h 的 活性 仍 显著 高 于 对 照 组 ,说 
明 GST 在 乙 基 多 杀菌 素 处 理 后 立即 对 药剂 产生 了 
应 激 反应 , 酶 活性 上 升 发 挥 解毒 作用 ,但 随 着 时 间 的 
延长 ,药剂 积累 量 增加 , 酶 活性 出 现 了 被 抑制 现象 
(Sonoda, 2010; You et al., 2013) ,这 可 能 与 CST 是 
第 二 阶段 的 解毒 酶 有 关 。 对 联 茶 脐 酯 处 理 组 GST 
活性 , 低 剂量 表现 出 先 激 活 后 降低 的 现象 ,高 剂量 未 
表现 出 激活 ,但 在 24 h 出 现 抑制 。 原 因 可 能 是 高 剂 
量 处 理 对 GST 活性 在 初期 就 出 现 了 抑制 ,但 在 活性 
数值 上 与 对 照 组 相似 ,未 表现 出 显著 差异 ,到 24 h 
抑制 效果 显著 ,从 而 在 数值 上 表现 出 差异 。 

综 上 所 述 , XAR IPR Eb E SE AR VR ROSE HL BE 
的 安全 性 更 高 ,在 熊 蜂 授粉 过 程 中 按照 推荐 剂量 应 
用 ,不 会 造成 能 蜂 急 性 死亡 ,但 过 量 施用 或 者 长 期 施 
用 可 能 会 造成 能 蜂 体内 药剂 积累 ,从 而 引起 能 蜂 的 
生理 或 者 行为 产生 变化 ,因此 ,在 应 用 熊 蜂 授粉 过 程 
中 应 避免 过 量 或 者 长 期 累加 使 用 。 乙 基 多 杀菌 素 对 
地 能 蜂 的 生态 风险 评估 虽然 为 低 风 险 , 但 使 用 后 能 
蜂 出 现 中 毒 症 状 的 时 间 短 .采集 蜂 中 毒 症 状 明显 , 因 
此 ,其 在 温室 及 大 田 使 用 时 对 能 蜂 的 安全 性 有 待 进 
一 步 研 究 。 
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